ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPR1ETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERN ATIONALE PUBLCEE EN VERTU DU TRATTE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 ; 
C12N 15/82, 5/10 



Al 



(11) Numero de publication Internationale: WO 95/06741 
(43) Date de publication Internationale: 9 maxs 1995 (09.03.95) 



(21) Numero de la demande Internationale: PCT/FR94/01017 

(22) Date de depot international: 19 aoQt 1994 (19.08.94) 



(30) Donnees relatives a la priori^: 

93/10368 30 aottt 1993 (30.08.93) 



FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US): BIOCEM 
[FR/FR]; Campos Universitaire des Cezeaux, 24, avenue des 
F-63170 Aubiere (FR). 



(72) Inventenrs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement): KNTTTEL, Nathalie 
pR/AU]; 35 Myrtle Street, Clifton HDL VIC 3068 (AU). 
LENEE, Philippe [FR/FR]; 12, rue des Roches, F-63110 
Beaumont (FR). 

(74) Mandataires: GUTMANN, Ernest etc.; Ernest Gutmann - Yves 
Plasseraud SA^ 3, rue Chauveau-Lagarde, F-75008 Paris 
(FR). 



(81) Etats designes: AU, CA, CZ, HU, JP, PL, SK, US, brevet 
curopeen (AT, BE, CH, DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, 
LU, MC, NL, PT, SE). 



Publiee 



Avec rapport de recherche Internationale. 



(54) Title: METHOD OF PRODUCTION OF TRANSGENIC PLANTS WHOLLY TRANSFORMED INTO To GENERATION, FROM 
MERISTEMS 

(54) Titre: PROCEDE DE PRODUCTION DE PLANTES TRANSGENIQUES, ENTIEREMENT TRANSFORMEES EN GENERATION 
To, A PARTIR DE MERISTEMES 

(57) Abstract 

Method of production of transgenic plants wholly transformed into To generation. The method consists of a) genetically transforming a 
meristem explant; b) selective culturing for the specific development, among all the transformed cells, of those cells giving rise to secondary 
meristems and/or those cells capable of resulting in neofonnod foliar meristems, c) regenerating, from the cellular material obtained during 
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(57) Abrege* 

L' invention conceme un precede* de production de planus transgeniques, entierement transformees en generation To, comprenanc a) 
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PROCEDE DE PEODDCTION DE PLANTES TRAKSGENIQPES . EHTIEREMEKT TRAHSF OR- 
MEES EK CEHERATIOH T , A PARTIR PR MRBTgi roffiS 

La presente invention conceme un procede de 
production de plantes transgeniques a partir de 
meristemes, lesdites plantes etant entierement 
transformees en generation t 0 . L' invention vise 
egalement les explants transformes obtenus au cours du 
precede . 

Les techniques de genie genetique sont, 
maintenant, couramment appliquees dans 1 'amelioration 
d'especes vegetales. Ces techniques permettent 
1 • introduction de caracteres nouveaux difficiles ou 
impossible a introduire par des techniques classiques. 
Malgre devolution de ces techniques, il existe 
neanmoins certaines especes qui se pretent 
difficilement a la transformation ou qui ne peuvent 
pas etre regenerees a partir d* explants differences, 
comme des cotyledons ou des feuilles. Pour ces especes 
(par exemple le tournesol, le coton, le pois, le 
haricot, le soja, etc.), il a ete demontre que ces 
difficultes pouvaient, en partie, etre surmontees en 
utilisant comme explant pour la transformation, un 
explant meristematique, par exemple un meristeme 
apical. 

L' utilisation de meristemes permet la 
regeneration de plantes fertiles sans etape de 
callogenese. La technique de regeneration a partir de 
meristemes s 'applique a un grand nombre d'especes 
differentes et, au sein d'une mime espece, a un grand 
nombre de genotypes. Grace a cette technique, de 
nombreuses especes recalcitrantes ont pu etre 
transformees et regenerees (voir par exemple : Bidney 
et al, Plant Molecular Biol. 18, 301-313, 1992 ; 
Bidney et al, Proc. I3e Int. Sunflower Conf. Vol II, 
Pisa Sept. 1992 ; Schrammeijer et al, Plant Cell Rep. 
9 : 55-60, 1990 ; Christou et al, The Plant Journal, 
2(3), 283-290, 1992 ; Gambley et al, Plant Cell Rep. 
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12 : 343-346, 1993 ; Russel et al, Plant Cell Rep. 12 
: 165-169, 1993). 

Cette methode presente neanmoins certains 
inconvenients. La frequence de transformation est 
extremement faible et les plantes regenerees sont 
presgue exclusivement chimeriques, c'est-a-dire 
certains tissus sont transformes tandis que d'autres 
ne le sont pas. Cette caracteristique vient du fait 
que le meristeme produit le materiel cellulaire a 
l'origine de tous les tissus des divers organes de la 
plante (tige, racines, feuilles) . Or, quelque soit la 
technique employee, 1* operation de transformation, ne 
conduit qu f a la transformation d'un nombre restreint 
de cellules au sein de I'explant, ces cellules etant 
reparties de maniere alleatoire. Le meristeme n'est 
jamais entierement transforme a la suite d'une telle 
manipulation. Les plantes regenerees a partir d'un 
meristeme ayant subi une etape de transformation sont 
done chimeriques. Des plantes entierement 
transgeniques ne sont obtenues que dans la descendance 
et cela, a condition que les cellules de la lignee 
germinal e aient ete atteintes par la transformation. 
Ce genre de procede est decrit par exemple dans : 
Bidney et al, Plant Molecular Biol. 18, 301-313, 1992 
; Schrammeijer et al, Plant Cell Rep. 9 : 55-60, 1990. 

Les inconvenients presentes par l'obtention de 
plantes chimeriques sont reconnus dans l'art, mais 
aucune solution n'a pu etre apportee. Une systeme de 
marquage permettant de reconnaitre, parmi les plantes 
chimeriques T 0 , celles qui avaient subi une. 
transformation de la lignee germinale et qui etaient 
done susceptibles de transmettre le nouveau caract^re 
a leur descendance, a ete decrit (Christou et al, The 
Plant Journal, 2(3), 283-290, 1992). Cette m6thode 
facilite l'obtention, dans la generation suivante, de 



WO 95/06741 



PCT/FR94/01017 



3 

plantes entierement transfonnees, mais les plantes 
produites en generation T 0 sont tou jours chimeriques. 

A ce jour, il n"existe pas de methode pennettant 
de produire, de maniere systematique et previsible, 
des plantes transgeniques entierement transfonnees en 
generation T 0 a partir d 1 explants meristematiques. 

La presente invention resoud ce probleme 
technique. L 1 invention se base sur la mise au point , 
par les inventeurs, d'une methode pennettant 
d'enrichir les meristemes en cellules transfonnees, 
pour about ir a des m£ristemes entierement transformes, 
c'est-a-dire des meristemes dont toutes les cellules 
sont transfonnees. Selon l 1 invention, la regeneration 
de plantes s^ffectue ensuite exclusivement a partir 
de ces explants entierement transformes, ce qui 
garantit le caractere transgenique des plantes 
obtenues. Les inventeurs ont egalement demontrg que, 
dans certaines conditions, la neoformation de 
meristemes et de bourgeons foliaires neoformes sur les 
feuilles d< explants issus de meristemes peut etre 
induite. L 1 existence de ces bourgeons foliaires 
neoformes, contenant des meristemes foliaires 
neoformes, n f a jamais ete decrite dans la literature. 
Le procede de l 1 invention permet egalement l^btention 
de ces meristemes foliaires neoformes dans un etat 
entierement trans forme. lis constituent alors un 
excellent materiel cellulaire pour la regeneration de 
plantes entierement transform6es en T 0 . 

En termes generaux, l 1 invention fournit done une 
methode de production de meristemes entierement 
transformes, et une methode pennettant de regenerer 
exclusivement a partir de ces explants, des plantes 
entierement transgeniques en TO. 

Plus particulierement, l 1 invention vise un 
procede de production de plantes transgeniques, 
entierement transfonnees en generation T 0 , comprenant: 
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a) une etape de transformation genet ique d'un 
explant meristematique, et 

b) une etape de culture selective permettant le 
developpement specif ique , parmi toutes les cellules 
trans formees, de celles qui sont a l'origine des 
meristemes secondaires et/ou de celles capables de 
donner lieu a des meristemes foliaires neoformes; 

c) la regeneration, a partir du materiel 
cellulaire obtenu lors de l'€tape ii) , de plantes 
transgeniques . 

Dans le contexte de la pr6sente invention, le 
terme "explant meristematique" signifie un explant 
constitue essentiellement ou exclusivement de tissu 
meristematique ou de tissu susceptible de devenir, au 
cours de son developpement, m6rist6matique. Selon 
1' invent ion, ce terme englobe notamment : 

- un meristeme apical (egalement connu dans l"art 
comme "meristeme primaire") , particulierement un 
meristeme apical caulinaire, c f est-a-dire a l^rigine 
de la tige ; 

- un bourgeon foliaire neoforme ; 

• tine partie d'une jeune feuille capable de 
donner lieu a des bourgeons foliaires neoformes. 

Le terme "bourgeon foliaire neoforme" signifie un 
bourgeon porte sur I'^piderme superieur d»une feuille. 
II contient un meristeme foliaire n6oforme. Son 
developpement est induit de maniere "artif icielle" par 
une sdrie de conditions de culture precises. 

La nature de ces differents explants sera decrite 
en detail plus loin. 

Le terme "meristeme secondaire" signifie un 
meristeme ne d f un meristeme primaire. En particulier, 
ce terme vise, dans le contexte de 1" invent ion, les 
meristemes axillaires , situes a 1 • aisselle des 
feuilles et responsables de la construction des 
rameaux lateraux de la plante. 
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Le terme "bourgeon axillaire" signifie un 
bourgeon situe a l^isselle d f une feuille, contenant 
un meristeme secondaire. 

Le terme "meristeme foliaire neoforme" signifie 
un meristeme contenu dans un bourgeon foliaire 
neoforme* La formation de ces meristemes est provoquee 
"artif iciellement" par des conditions de culture qui 
seront d£finies plus loin. 

Au niveau cellulaire, les meristemes secondaires 
et les meristemes foliaires neoformes ont une 
organisation structurale et un f onctionnement 
identiques a ceux du meristeme principal, mais sont de 
tailles plus petites*: Par ailleurs, les meristemes 
foliaires neoformes sont plus petits que les 
meristemes secondaires. 

Les travaux conduisant a 1 Elaboration de la 
presente invention sont bases sur les principes 
morphogenetiques suivants. Le meristeme apical 
contient, a l'aisselle des Primordia foliaires, des 
cellules qui, de maniere pred£terminee, donneront 
naissance, par multiplication cellulaire, a des 
meristemes secondaires. II se peut, lors d'une 
operation de transformation genetique, que ces 
cellules "pre-programmees" soient transformees. Les 
meristemes secondaires issus de la multiplication de 
ces cellules seront composes exclusivement de cellules 
transformees. II en est de meme pour les cellules qui, 
dans des conditions de culture favorables, donneront 
naissance a des meristemes foliaires neoformes. Par 
consequent, les pi antes regenerees a partir de ces 
meristemes secondaires transformes et a partir des 
meristemes foliaires neoformes transformes seront 
entierement transgeniques • 

Les inventeurs ont mis au point un systeme de 
culture selectif favorisant le developpement, parmi 
les cellules transferases, de celles qui sont a 
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l'origine des meristemes secondaires et des meristemes 
foliaires neoformes. Les autres cellules sont 
eliminees. 

De preference, la culture selective comprend les 
etapes suivantes : 

i) la mise en culture, sur milieu selectif, de 
l'explant meristematique ayant subi l'gtape de 
transformation ; 

ii) le prelevement des bourgeons axillaires 
trans formes et eventuellement des bourgeons foliaires 
neoformes transformes, obtenus au cours de l'etape i) ; 

iii) la mise en culture sur milieu selectif des 
bourgeons transformes obtenus selon ii) ; 

iv) repetition au moins une fois des etapes ii) 
et iii). 

En d 1 autres termes, selon 1' invention , l'explant 
ayant subi 1 • etape de transformation est mis en 
culture sur milieu selectif, pendant un temps 
determine. Lorsque des pousses et quelgues feuilles 
apparaissent, la culture est interrompue et les 
bourgeons axillaires et, le cas echeant les bourgeons 
foliaires neoformes, qui sont au moins en partie 
transformes, sont preleves. L^tat transforms se 
reconnait grace au marqueur selectif. Les bourgeons 
sont ensuite rep i que s et cultives sur milieu selectif 
jusqu'* ce qu'ils produisent, a leur tour, des 
bourgeons axillaires et eventuellement des bourgeons 
foliaires n6oform6s. La culture est interrompue et les 
bourgeons transformes sont k nouveau preleves et mis 
en culture. En repetant plusieurs fois ce cycle de 
"culture de duree limitee / prelevement des 
bourgeons 11 , on parvient a obtenir des bourgeons 
entierement transformes. En fait, avec chaque cycle, 
le nombre de cellules transformees dans le bourgeon et 
la proportion de cellules transferases par rapport aux 
cellules non transformees augmente grdce a la 
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multiplication cellulaire. Les cycles sont done 
repetes jusqu'a ce que des bourgeons entierement 
transformes soient obtenus. Un bourgeon entierement 
transforms se reconnait par sa capacite de produire 
une pousse qui presente, partout, une coloration verte 
caracteristique de sa capacite a resister a 
l 1 inhibition par le marqueur selectif, correspondant a 
l f etat transformer La regeneration de la plante 
transgenique est effectuee a partir des bourgeons 
axillaires ou des bourgeons foliaires neoformes. 

Le terme "agent sdlectif 11 signifie, dans le 
contexte de !• invention, un agent favorisant le 
developpement des cellules transformees. L* agent 
s61ectif . employe est normalement la kancimycine. Dans 
ce cas, la sequence heterologue introduite lors de la 
transformation comprend un gene codant pour la 
resistance a la kanamycine, par exemple le NPT II. La 
kanamycine agit par blocage des ribosomes 
chloroplastiques. Par consequent, une plante 
rdsistante a la kanamycine est verte car elle est 
capable de fabriquer des chloroplastes f onctionnels , 
tandis qu'une plante non r^sistante montre une 
coloration jaune ou blanche caracteristique de 
1* absence de chloroplastes f onctionnels. Ce phenomene 
permet la selection visuelle des transf ormants . Les 
bourgeons foliaires neoformes verts et les bourgeons 
axillaires verts sont s61ectionn6s ; le bourgeon 
principal, la plantule principale et toutes les 
parties de la plante qui sont blanches ou jaunes sont 
elimines. 

Le fait d'eliminer le bourgeon principal favorise 
le developpement des bourgeons axillaires, 
particulierement lorsqu 1 !! s'agit d f une espece a 
dominance apicale telle que le tournesol selectionne. 

Le nombre de cycles de culture selective est de 
preference d'au moins 2, y compris la premiere culture 
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de l'explant meristematique ayant subi 1» etape de 
transformation. Le nombre de cycles doit etre 
suffisant pour permettre l'obtention de bourgeons 
entierement transformes. Typiquement, il faut 
appliquer 3 cycles, mais il pourrait §tre necessaire, 
chez certaines especes ou avec certaines techniques de 
transformation, d'en effectuer plus, par exemple 4, 5, 
ou 6 cycles. 

De maniere generale, chaque etape de culture sur 
milieu selectif dure environ 15 jours, mais peut 
varier entre 1 et 3 semaines, selon l'espece. La duree 
de chaque etape de culture doit etre suffisante pour 
permettre l 1 apparition de pousses ayant au mo ins une 
feuille. Si le cycle de selection est r^pete 3 fois, 
la duree totale de l'dtape de culture selective sera 
d« environ 6 semaines, l 1 agent selectif 6tant present 
pendant la total ite de cette periode. Le cas 6ch6ant, 
un gene, rapporteur, par exemple GUS, peut egalement 
etre incorpore lors de la transformation pour 
permettre 1« analyse de l'etat de la transformation. 

L»efficacite du procede de la presente invention 
est inattendue puisque 1 1 ensemble des etapes de 
culture selective selon 1» invention, a une duree 
sensiblement plus elevee que celle habituellement 
pratiquee (par exemple 6 semaines au lieu de 2 
semaines) . Or, il a ete indique par plusieurs auteurs 
que la kanamycine avait des effets ndfastes sur la 
regeneration de la plante (Schrammeijer et al, Plant 
Cell Rep. 9 : 55-60, 1990). Les methodes de 
transformation et de regeneration, d^veloppees jusqu'a 
ce jour, avaient done tendance a minimiser la duree de 
l«etape de selection (Bidney et al, Proc. 13e Int. 
Sunflower Conf. Vol II, Pisa Sept. 1992). En fait les 
presents inventeurs ont demontre qu'une periode 
prolongee de culture selective sur kanamycine n f exerce 
aucun effet inhibiteur sur la regeneration de la 
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plante, contrairement a ce qui est indique dans la 
litterature. 

En ce qui concerae l'etape de transformation de 
1 • explant meristematique , toute technique appropriee 
peut etre employee. Cette etape comprend la mise en 
contact de l 1 explant meristematique avec Aqrobacterium 
contenant une sequence heterologue destinee a etre 
introduite dans les cellules vegetales, dans des 
conditions permettant le transfert de 1 1 ADN . 

On peut citer comme exemple de technique de 
transformation, le bombardement de I 1 explant 
meristematique avec des micro-particules, la mise en 
contact de 1' explant avec Aqrobacterium etant 
effectuee soit de maniere simultanee, soit apres le 
bombardement. Cette technique permet de realiser un 
nombre eleve de micro-blessures sur I 1 explant, ce qui 
est ndcessaire pour le transfert d * ADN par 
Aqrobacterium. Dans le cas d'un bombardement et d'une 
transformation simultanee, les micro-particules sont 
enrobees d* Aqrobacterium (EP-A-0486234) . De 

preference, la mise en contact avec Aqrobacterium est 
effectuee a la suite du bombardement en appliquant par 
exemple la technique utilisee dans EP-A-0486233. Les 
micro-particules sont normalement constitutes d f or ou 
de tungstene. 

Une autre technique de transformation consiste en 
la mise en contact de 1« explant meristematique avec 
une suspension d f Aqrobacterium . Dans ce cas, il est 
preferable de realiser des blessures sur l« explant, 
par exemple en le coupant avec un scalpel, pour 
faciliter la transformation. 

L* etape de transformation comprend egalement une 
periode de coculture de 1' explant avec 
1 ' Aqroba cterium . Celle-ci a une d'une duree de 2 a 4 
jours, 3 jours 6tant preferes. Le milieu de co-culture 
peut etre tout milieu normalement utilise a cette fin. 
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Un milieu particulierement avantageux est le milieu M2 
additionne de BAP, tel que decrit dans les exemples 
ci-dessous. 

L 1 Aarobacterium est normalement l 1 Agrobacterium 
tumefaciens . Diverses souches peuvent etre employees, 
par exemple la souche GV2260 ou LBA 4404. Comme 
vecteur, on peut citer le plasmide binaire pGA 492-GI, 
ou encore le p35GUS intron. Le couple "souche/vecteur" 
peut influencer l'efficacite de la transformation. II 
est preferable d'utiliser la souche LBA 4404 avec le 
vecteur pGA 492-GI. 

La sequence d'acide nucleique destinee a etre 
introduite dans les cellules vegetales comporte toutes 
sequences susceptibles de conferer a la plante des 
traits d'interet agronomique. On peut citer comme 
exemple une sequence conferant une resistance aux 
insectes, aux herbicides ou aux maladies fongiques 
(par exemple Sclerotinia sclerotorium ou Botrvtis 
cinerea, un ou plusieurs genes de proteines de reserve 
de graines, ou ameliorant la qualite des proteines de 
reserve, des sequences modifiant la maturation du 
fruit, des sequences conferant une resistance aux 
virus, un ou plusieurs ribozymes, une ou plusieurs 
sequences anti-sense, un ou plusieurs genes impliques 
dans le metabolisme des acides gras ou des acides 
amines ou un ou plusieurs genes impliques dans la 
sterilite male. 

En outre, la sequence heterologue comprend 
egalement une sequence codant pour un agent permettant 
la selection des transformants, par exemple un agent 
conferant une resistance a un antibiotique comme la 
kanamycine, le G418 ou la neomycine. Le vecteur 
comprend les sequences regulatrices necessaires pour 
l 1 expression stable de la sequence heterologue. Comme 
promoteur, on peut citer le promoteur 35S, le 35S 
double avec 1' enhancer de traduction n ou le promoteur 
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de l'ubiquitine provenant du toumesol. Le terminateur 
de NOS est particulierement prefere. 

Les etapes de transformation ert de culture 
selective decrites ci-dessus font partie d'un ensemble 
d 1 operations permettant, a partir de I'explant, de 
regenerer des plantes transgenigues. Le procede de 
1' invention, dans son ensemble, peut etre resume 
ainsi : 

1. Preparation de I'explant merist6matigue ; 

2. Mise en oeuvre de l 1 etape de transformation de 
I'explant, telle que decrite ci-dessus ; 

3. Mise en oeuvre de la serie d 1 stapes de 
selection, comme expos£e ci-dessus ; 

4. Regeneration de plantes transgenigues a partir 
des structures obtenues a la fin des cycles de 
selection. 

Seloh le procede de l 1 invention, la preparation 
de I'explant meristematigue consiste en une etape de 
preculture d'un meristeme apical, ou d'un demi- 
meristeme apical, pendant 5a 30 jours, de preference 
entre 5 a 8 jours. 

Le milieu de preculture est un milieu de culture 
cellulaire vegetale additionne d'une cytokinine et 
plus particulierement de la 6-Benzylaminopurine 
(designee ci-apres comme BAP) . De preference, le 
milieu est le milieu MS ( Murashige-Skoog ) additionne 
de 0.05 h 2.0 mg/1 BAP, par exemple 0.1 mg/1 de BAP, 
sans autre hormone. 

Les inventeurs ont demontre gue l 1 etape de 
preculture et sa duree exercent une influence 
importante sur le developpement de I'explant. 
Lorsgu'elle a une dur£e super ieure a 9 ou 10 jours, 
des bourgeons foliaires neoformes apparaissent sur les 
feuilles. Les pousses r£g£n£rees sur le meristeme 
apical ont alors des feuilles gui portent des 
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bourgeons foliaires neoformes sur l^pidenne 
superieur. 

Selon cette variante de l 1 invention, il est 
possible, avant I'etape de transformation, d'exciser 
les bourgeons foliaires neoformes ou meme simplement 
de prelever des morceaux de feuille, et de les 
utiliser dans l f etape de trans format ion. Selon ce mode 
de realisation de 1' invention, I'explant 
meristematique soumis & la transformation peut done 
etre const itue soit par une partie d»une feuille 
obtenue apres au moins 9 jours de preculture 
susceptible de donner des bourgeons foliaires 
neoformes, soit par des bourgeons foliaires n6oformes 
excises. 

Dans le cas ou la preculture dure entre 5 et 12 
jours, le meristeme apical sert normalement 
directement d'explant meristematique dans l'etape de 
transformation. Dans ce cas, les bourgeons foliaires 
neoformes sont induits pendant I'etape de preculture 
proprement dite, mais n 1 apparaissent qu'au cours du 
developpement ulterieur, par exemple pendant la co- 
culture ou pendant la culture sur milieu selectif . 

Selon I 1 invention, le meme milieu de culture peut 
etre utilise pour les etapes de preculture, de 
coculture et de selection. Ce milieu est de preference 
le milieu MS additionne de BAP a une concentration de 
0.05 a 2.0 mg/1, de preference 0.1 mg/1. Normalement, 
la BAP est la seule phyto-hormone pr6sente dans le 
milieu. En particulier, il est preferable que ce 
milieu ne contienne ni d'acide gibberellique ni 
d 1 acide indolacet ique , part icul ierement lorsqu » il 
s'agit du milieu de preculture. Le milieu peut 
egalement etre additionne, pendant les etapes de 
preculture et de co-culture, d'un compose phenolique, 
par exemple, 1'acetosyringone, capable d'activer les 
genes vir d'Acrrobacterium- une concentration d' environ 
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200 /xM est appropriee. Pour l f etape de culture 
selective, le milieu contient au moins un agent 
seiectif, avantageusement la kanamycine, a une 
concentration comprise entre 50 et 200 mg/1, de 
preference 50 mg/1, et eventuellement, des agents 
bacteriostatiques . 

Les meristemes apicaux sont obtenus par la 
germination de graines mures decortiguees et 
sterilisees. Le precede de germination consiste 
typiquement en la mise en culture des graines sur un 
milieu de germination, de preference solidifie, par 
exemple le milieu MS dont les macro- et micro-elements 
ont ete eventuellement reduits par moitie. La 
germination a une duree comprise entre 2 a 4 jours, de 
preference 4 jours, a 25 *c de preference avec une 
photo-periode de 16 heures environ* 

Apres les eta^pes de preculture, de transformation 
et de selection, une etape de regeneration est 
effectuee a partir des bourgeons et des pousses 
entierement trans formes. Les milieux de culture et les 
conditions sont ceux habitue llement appliques dans 
l^rt pour l'espece en question. Pour le toumesol, 
les conditions de regeneration sont indiquees dans les 
exemples ci-dessous. 

Outre le procede de production de plantes 
transgeniques decrit ci-dessus, I 1 invention vise 
egalement les bourgeons foliaires neoformes et les 
meristemes secondaires entierement transformes obtenus 
au cours du procede. Elle vise egalement les plantes 
transgeniques entierement transformees en generation 
T 0 obtenues a partir des explants meristematiques . 

Le procede de l 1 invention presente de nombreux 
avantages. II est notamment, plus efficace que les 
techniques de l'art anterieur puisque la regeneration 
n'est effectuee que si l , explant est entierement 
transforme. Les techniques existantes impliquaient, en 
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revanche, la regeneration de tous les meristemes ayant 
subi I 1 operation de transformation, suivie de la 
selection, parmi les plantes chim£riques obtenues, de 
celles dont la lignee germinale avait ete transformee. 
Le procede de 1* invention permet done un gain de temps 
et de moyens important. 

De plus, le rendement, en plantes transgeniques , 
obtenu selon ce procede est considerablement plus 
eleve que celui obtenu selon les techniques 
anterieures. Par exemple, pour le tournesol, 92 % des 
plantes regenerees donnent au moins une plante 
transgenique dans la descendance (tableau 8 ci- 
dessous). Ce chiffre est a comparer a 0.2% a 2% 
rapporte par Bidney et al, Plant Molecular Biol. 18, 
301-313, 1992. 

Le procede de !• invention s 1 applique a de 
nombreuses especes vegetales et plus particulierement 
aux dicotyledons, notamment a celles qui sont 
difficiles a transformer et a regenerer. On citera 
comme exemple le coton, le soja, les especes vegetales 
oleagineuses, par exemple le tournesol, les especes 
appartenant a la famille des legumineuses , par exemple 
le pois, le haricot ou encore les especes appartenant 
a la famille des cucurbitacees, par exemple la 
courgette. Au sein de ces especes, de nombreux 
genotypes differents peuvent etre employes. Le 
tournesol est particulierement prefere. 

Differents aspects de 1' invention sont illustres 
dans les figures : 

La figure 1 montre le protocole de transformation 
de f euilles issues de demi-meristemes pour 1 1 analyse 
de 1» expression de la Glucuronidase dans les pousses 
axillaires regenerees a partir de bourgeons foliaires 
neo formes. 

L6gende : 

1 - graine 
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2 - germination milieu M0 r 2 jours 

3 - dissection des apex : elimination des 
cotyledons, de la radicule et de la premiere feuille 

4 - section de l'apex en deux moities 

5 - preculture des demi-meristemes sur le milieu 
M2 contenant de 1 • acetosyringone a 200 mM pendant 30 
jours 

6 - bourgeon foliaire neoforme 

7 - pousses axillaires induites a partir de 
demi-meristemes 

8 - prelevement des feuilles portant des 
bourgeons foliaires neoformes inities sur la face 
superieure 

9 - prelevement des feuilles sans bourgeon 
foliaire neoforme 

10 - bombard ement et 3 jours de coculture avec 
Agrobacterium tumefaciens des feuilles sur le milieu 
M2 contenant de 1 1 acetosyringone a 200 mm 

11 - culture sur le milieu M2 contenant de 
l 1 augment in a 400 mg/1 pendant 15 jours 

12 - pousses axillaires 

13 - developpement de bourgeons foliaires 
neoformes en pousses axillaires 

14 - analyses de 1" expression de la glucuronidase 
dans- les pousses axillaires induites a partir de 
bourgeons foliaires neoformes apparus sur les feuilles 

15 - explant foliaire 

16 - spots de cellules transformers GUS+ 

17 - secteurs cellulaires transformes GUS+ 

18 - lignees cellulaires transform6es GUS+ 

19 - bourgeons axillaires transformes GUS+ 

La figure 2 montre le protocole de transformation 
de demi-meristemes pour 1» analyse de l« expression de 
la Glucuronidase. 

Legende : 

1 - graine 
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2 - germination milieu ,M0, 2 jours 

3 - dissection des apex : elimination des 
cotyledons, de la radicule et de la premifere feuille 

4 - section de l'apex en deux moities 

5 - preculture des demi-meristfemes sur le milieu 
M2 contenant de 1 • acetosyringone a 200 mM pendant 5 
jours 

6 — bombardement et 3 jours de coculture avec 
Acrrobacterium tumefaciens des demi-meristemes sur le 
milieu M2 contenant de 1 9 acetosyringone a 200 /xM 

7 - culture des demi-meristemes bombardes et 
cocultives sur le milieu M2 contenant de 1' augment in a 
400 mg/1 pendant 15 jours 

8 - bourgeon foliaire neoforme 

9 - pousses axillaires induites a partir des 
demi-meristemes 

10 - pousse axillaire 

11 - cal a la base 

12 - analyses de 1 9 expression de la glucuronidase 
dans les pousses axillaires induites a partir de 
demi-meristemes 

13 - spots de cellules transformees GUS+ 

14 - secteurs cellulaires transformes GUS+ 

15 - bourgeons foliaires neoformes transformes 

GUS+ 

16 - lignees cellulaires transformees GUS+ 

17 - bourgeons axillaires transformes GUS+ 

La figure 3 montre la selection de pousses 
axillaires transformees et regenerees a partir de 
bourgeons foliaires neoformes sur les feuilles ou a 
partir de demi-meristemes. 

Legende : 

1 - demi-meristemes bombardes et cocultives selon 
le protocole defini dans l'exemple 2 
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2 - feuilles issues de demi-meristemes, 
bombardees et cocultivees selon le protocole defini 
dans I'exemple 1 

Premiere culture en selection sur kanamycine : 

3 - bourgeon foliaire neoforme vert resistant a 
kanamycine 

4 - culture des explants sur le milieu M2 
contenant de l'augmentin a 400 mg/1 et de la 
kanamycine a 50 mg/1 pendant 15 jours 

5 - partie blanche non transformee sensible a la 
kanamycine 

6 - bourgeon axillaire vert resistant a la 
kanamycine 

7 - partie tverte transformee resistante a la 
kanamycine ........ 

r 8 - prelevement des bourgeons axillaires verts 

9 - prelevement des bourgeons foliaires neoformes 

verts 

Deuxieme culture en selection sur kanamycine : 

10 - culture des bourgeons axillaires verts, des 
bourgeons foliaires neoformes verts et des pousses 
axillaires vertes sur le milieu M2 contenant de 
l'augmentin a 400 mg/1 ^t de la kanamycine a 50 mg/1 
pendant 15 jours 

11 - bourgeon foliaire neoforme vert resistant a 
la kanamycine 

12 - partie blanche non transformee sensible a la 
kanamycine 

-13 - bourgeon axillaire vert resistant a la 
kanamycine 

14 - partie verte resistante a la kanamycine 

15 - pousse axillaire verte resistante a la 
kanamycine 

16 - prelevement des bourgeons axillaires verts 

17 - prelevement des bourgeons foliaires 
neoformes verts 
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18 - prelevement des pousses axillaires vertes 
La figure 4 montre la regeneration de plantes 
transformees. 
Legende : 

Troisieme culture en selection sur kanamycine : 

1 - culture des bourgeons axillaires verts, des 
bourgeons foliaires neoformes verts et des pousses 
axillaires vertes sur le milieu M2 contenant de 
l f augmentin a 400 mg/1 et de la kanamycine a 50 mg/1 
pendant 15 jours 

2 - prelevement des pousses axillaires vertes 

3 - pousse axillaire chimerique avec des parties 
blanches non transformees et des parties vertes 
transformees 

4 - culture dans le systeme SORBAROD additionne 
de milieu M3 pendant 30 jours en chambre de culture 

5 - enracinement 

6 - lavage du milieu M3, addition de milieu M4 

7 - plante enracinee 

8 - culture dans le systeme SORBAROD pendant 10 
jours en chambre de culture 

3 - plante non enracinee 

10 - developpement 

11 - culture dans le systeme SORBAROD en serre 
pendant 10 jours 

12 - developpement et acclimatation 

13 - repiquage en tourbe dans des pots des 
plantes enracinees , greffage sur porte-gref fes des 
plantes non-enracinees # culture en serre 

14 - floraison, auto fecondat ion 

15 - croissance 

Exemple 1 ; Transformation de feuilles issues de 
demi-me ristemes pour 1* analyse de l 1 expression de la 
glucur onidase dans les pousses recrenerees a partir de 
bourgeons foliaires nfeoformes fFioure 1), 
!•! - Preparation des demi-meristemes 
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Les graines de tournesol (Helianthus annuus) des 
lignees (Ha300, RHa 274, RHa 297, RHa 356, RHa 359, 
RHa 362) , deux populations LG60 et LG61 deriv^es de 
croisements interspecif iques avec Helianthus 
petiolaris , et plusieurs lignees fournies par 
LIMAGRAIN GENETICS (Les Alleuds) sont utilisees pour 
ces experiences. Les graines sont decortiquees pour 
eliminer les teguments, puis sterilisees pendant 20 
minutes dans de i'eau de javel a 12* de chlore 
additionnee de l ml/1 de Tween 80. Les graines 
decortiquees sont ensuite rincees 5 fois a l^au 
distillee sterile. Les graines sont ensuite mises a 
tremper 1 heure dans de l«eau distillee sterile, puis 
la pellicule recouvrant la graine est eliminee. Les 
graines nues sont a nouveau sterilisees 2 minutes dans 
de l'eau de javel a 6* chlore, rincees 3 fois a l'eau 
distillee sterile et sechees sur papier filtre dans la 
hotte h flux laminaire. Les graines seches sont 
ensuite mises a germer sur le milieu MO : macro- 
elements, micro-el6ments, Fe-EDTA et vitamines du 
milieu MS (Murashige et Skoog, 1962 - Physiologia 
Plantarum, 15 : 473-497) additionne de 10 g/1 de 
saccharose, de 7 g/1 d" agar-agar, pH 5,8 ; et mises a 
germer dans une chambre de culture a 26* avec 16 h de 
lumiere (50 m Einstein / m2 d'intensite lumineuse) , 
pendant deux jours. Les graines germ6es sont 
prelev6es, les cotyledons et les radicules sont 
elimines ainsi que la partie apicale de l^apex. Le 
cylindre de quelques millimetres de diametre ainsi 
obtenu est ensuite coupe en deux moities dans l'axe 
des insertions cotyledonaires . Cet explant contenant 
un demi-meristeme apical est appele demi-meristeme . 

1.2 - Culture des demi-meristemes 

Les demi-meristemes sont ensuite mis en culture 
dans le milieu M2 (macro-elements, micro-elements, 
Fe-EDTA et vitamines du milieu MS) additionne de 10 
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g/1 de saccharose, de 0,1 mg/1 de BAP, 8 g/1 d' agar- 
agar, pH : 5,8 a 6) contenant 200 jiM d • acetosyringone 
pendant 30 jours dans une salle de culture a 26 - C avec 
16 h de lumiere (50 m Einstein/m2 d f intensite 
lumineuse) . Pendant cette periode de culture les 
demi-meristemes developpent des pousses provenant des 
meristemes secondaires a l'aisselle des primordia 
foliaires. Apres 10 jours de culture, des 
protuberances apparaissent a la face superieure des 
feuilles. Ces. protuberances, qui sont des meristemes 
foliaires neofonnes se transforment en bourgeons 
foliaires neofonnes (Figure 1) . Ces bourgeons sont 
issus de neoformations de meristemes" vegetatifs a 
partir des cellules epidermiques et sous epidermiques 
de la face superieure des feuilles. 

Apres 30 jours de culture, les feuilles 
pre sent ant des meristemes secondaires ou des bourgeons 
foliaires neofonnes et les feuilles sans bourgeons 
foliaires neof ormes sont prelevees (Figure 1) . 
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1.3 - Bombardement et coculture des feu les 
issues de demi-meristemes. 

Ces feuilles sont bombardees avec un canon a 
particules a helium (Particle Inflow Gun, PIG) (FINER 
et al, 1992 - Plant Cell Reports, 11 : 323-328) avec 
des particules de tungstene (0,2 a 2 pm de 

diametre) pour realiser des micro-blessures sur les 
explants. 

Les particules de tungstene (50 mg) sont 
st6rilisees dans 500 /xl d'ethanol a 95 % pendant 20 
min puis rincees 4 fois par centrifugation dans de 
l f eau sterile (10 000 tr/min pendant 1 min). Les 
particules steriles sont reprises dans 300 jxL de 
tampon TE (Tris HC1 10 mM, EDTA 1 mM) . Un volume de 2 
Ml de particules nues est utilise pour chaque 
bombardement. Les feuilles sont deposees face 
super ieure vers le haut sur une boite de Petri de 5 cm 
de diametre contenant de l'eau gelosee a 15 g/1. Les 
boites de P6tri contenant les explants sont placees 
dans l 1 enceinte du canon et un vide de 29 inchs de Hg 
est realise, Le bombardement des particules est fait 
avec une pression de 8 bars a une distance de 16 cm 
entre le canon et les explants a bombarder. 

Les explants bombardes sont ensuite places dans 
une boite de Petri de 9 cm de diametre contenant du 
milieu M2 additionne de 200 /xM d^cetosyringone. Une 
goutte (1 a 10 Ml) d'une suspension d ' Agrobacterium 
tumefaciens LBA 4404 desarme (HOEKEMA et al, 1983 - 
Nature, 303 ; 179-180) provenant d'une culture over- 
night a une dens it e optique Do = 2 a 600 nm est 
deposee sur 1 'explant. La souche LBA 4404 contient le 
vecteur binaire pGA492-GI (AN, 1986 - Plant Physiol., 
81 : 86-91) porteur du gene NPT II conferant la 
resistance a la kanamycine sous controle du promoteur 
pNOS (HERRERA-ESTRELLA et al, 1983 - EMBO J., 2 : 
987-995) et du terminateur t-NOS (DEPICKER et al, 1982 
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- Mol. Appl. Genet., 1 : 561-573) dans leguel a ete 
insere au site Sea I, le gene GUS intron sous le 
controle du promoteur p35S du CaMV et du terminateur 
t-NOS (VANCANNEYT et al, 1990 - Mol. Gen. Genet., 220 
: 245-250) . Les explants bombardes et inocul£s avec 
Agrobacterium tumefaciens sont cocultives pendant 3 
jours a 26 m C avec 16 h de lumiere (50 /i Einstein / 
m 2 ) . L 1 association du bombardement avec des particules 
nues et la coculture avec Agrobacterium tumefaciens 
permet de provoquer par le bombardement des micro- 
blessures dans les cellules des feuilles et dans les 
meristemes secondaires. Ces micro-blessures assurent 
la penetration de la bacterie et une plus grande 
efficacitg de transformation selon le procede de 
BIDNEY et al, 1992 (Plant Mol Biol., 18 : 301-313). 

1.4 - Culture des feuilles et regeneration de 
pousses a partir de bourgeons foliaires neoformes 

Apres la coculture , les explants sont repiques 
dans une boite de P6tri contenant du milieu M2 
additions d 1 augment in & 400 mg/1 et places pendant 15 
jours en chambre de culture (16 h de lumiere, 15 m 
Einstein/m2, 23 # C et 8 h d'obscurite, 21 m C) . 

Apres 15 jours de culture, les bourgeons 
foliaires neoformes apparus pu deja presents sur les 
feuilles bombardees et cocultivees, se sont d6veloppes 
en pousses possedant 1 a 5 feuilles et une tige 
courte. Ces pousses sont separees et placees dans un 
tampon pour 1» analyse de l^ctivite glucuronidase 
(Figure 1). 

1.5 - Analyse de l'activite glucuronidase dans 
les pousses issues de bourgeons foliaires neoformes. 

Les pousses issues de bourgeons foliaires 
neoformes sont immergees dans un tampon GUS contenant 
1 mg/ml de X-gluc. (5 bromo-4 chloro - 3 indolyl-0-D- 
glucuronic acid cyclohexylammonium) (JEFFERSON, 1987 - 



WO 95/06741 



PCT/FR94/01017 



23 

Plant Mol. Biol. Rep*, 5 : 387-405) infiltrees sous 
vide et incubees 24 h a 37 °C a l'obscurite. 

Apres 24 h d» incubation, les cellules 
transformees qui ont exprime le gene GUS, possedent 
une activite glucuronidase (no tees activite GUS +) , 
sont capables d'hydrolyser le X-Glu et liberent un 
compose de couleur bleue. 

Differents types de plages de cellules 
transformees ayant une activite GUS + sont visibles 
apres une incubation de 24 h (Figure 1) . 

- Des spots de quelques millimetres de diametre 
localises a la surface des feuilles des pousses 
regenerees a partir de meristemes foliaires neoformes. 
Ces spots proviennent de cellules de meristemes 
foliaires neoformes transformees au moment du 
bombardement et de la coculture. 

- Des larges secteurs de cellules transformees 
pouvant etre soit des disques bleus de diametre 
superieur a 5 mm soit des demi-feuilles bleues, soit 
des lignees de cellules bleues. Ces larges secteurs 
proviennent de cellules transformees situees a 
l^nterieur des mdristemes des bourgeons foliaires 
neoformes qui ont donne des descendances cellulaires 
entierement transformees (demi-feuilles - disques et 
lignees cellulaires) . 

■- Dans quelques cas, des bourgeons ou meristemes 
secondaires bleus exprimant la glucuronidase sont 
observes a l'aisselle des feuilles des pousses. Ces 
meristemes secondaires sont entierement transformes. 
lis proviennent soit de cellules internes des 
meristemes foliaires neoformes bombardes et cocultives 
qui ont donne au cours de la croissance et de la 
differenciation un bourgeon axillaire a l^isselle 
d»une feuille, soit de cellules transformees a la 
surface de la feuille qui a neoforme des meristfemes 
foliaires neoformes puis un bourgeon secondaire. 
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Les resultats du tableau 1 illustrent le 
pourcentage de feuilles bombardees et cocultivees 
ayant donne des pousses presentant soit des spots de 
cellules GUS + , soit des larges secteurs de cellules 
GUS +, soit des meristemes secondaires GUS. La plupart 
des explants foliaires bombardes regenerent des 
pousses a partir de bourgeons foliaires neoformes qui 
contiennent des spots GUS + (80 %) , et des larges 
secteurs GUS + (55 %) . Ces pousses sont des plantules 
chimeriques composees d 9 un melange de cellules 
trans formees et non transformees. 



Pourcentage d' explants bombardes et 
cocultives presentant des : 


spots 
GUS+ " 


. larges secteurs 
GUS+ 


bourgeons 
axillaires 


80 


55 


2 



Ces pousses donneront une descendance trans formee 
genetiguement seulement s'il existe des cellules 
transformees dans la zone du meristeme contenant les 
cellules germinales a l'origine des ovules ou des 
grains de pollen. Par contre, 2 % des explants 
foliaires bombardes et cocultives contiennent des 
bourgeons axillaires transformes situes a l'aisselle 
- des feuilles portees par les pousses issues de 
bourgeons foliaires neoformes. L f origine unicellulaire 
de ces bourgeons axillaires implique qu'ils sont 
entierement transformes et donneront une descendance 
de plantes transformees suivant la segregation 
Mendelienne (au mo ins 3/4 de plantes transformees et 
1/4 de plantes non transformees) . 
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Exemple 2 : Transformation d& demi-meristemes pour 
1' analyse de 1* expression de la glucuronidase dans les 
Pousses regenerees a partir de demi-meristemes (Figure 

2.1. Preparation des demi-meristemes 

La preparation des demi-meristemes est identigue 
a celle presentee dans l 1 exemple 1 (partie 1.1) 

2.2. Preculture des demi-meristemes 

Les demi-meristemes sont mis en preculture 
pendant 1, 5, 8 et 12 jours dans le milieu M2 
contenant de 1 ' acetosyringone a 200 /xM a 26 *C avec 16 
h de lumiere (50 Einstein / m 2 ) . 

Apres la preculture les .demi-meristemes forment 
de petites pousses developpees a partir des meristemes 
secondaires et du meristeme apical. Le developpement 
de ces pousses est fonction de la duree de preculture. 
Plus la periode de preculture est longue, plus les 
pousses sont developpees. A 12 jours de preculture, 
les pousses portent des feuilles et des bourgeons 
foliaires neoformes a la surface superieure des 
feuilles (Figure 2) . 

2.3 - Bombardement et coculture des demi- 
meristemes precultives 

Apres la preculture, les demi-meristemes sont 
bombardes et cocultives selon le protocole decrit dans 
l 1 exemple 1 partie 1.3. 

2.4 - Culture des demi-meristemes bombardes et 
cocultives. 

Les demi-meristemes une fois precultives, 
bombardes et cocultives sont mis en culture dans des 
boites de Petri de 9 cm de diametre contenant du 
milieu M2 additionne de 400 mg/1 d'augmentin et places 
dans une chambre de culture (16 h de lumiere, 15 /* 
Einstein / m 2 , 23 # C et 8 h d'obscurite, 21*C) . 

Apr&s 15 jours de culture, plusieurs pousses 
possedant 1 a 5 feuilles et tone tige se developpent a 
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partir des bourgeons axillaires, du meristeme apical 
et aussi des bourgeons foliaires neoformes apparus a 
la surface superieure des feuilles. 

2.5 - Analyses de l'activite glucuronidase dans 
les pousses issues de demi-merist ernes (Figure 2) 

Les pousses formees a partir des demi-meristemes 
sont separees et analysees pour l 1 expression de 
l'activite glucuronidase, Les conditions du test de 
l^ctivite glucuronidase sont decrites dans I'exemple 
1 partie 1.5. Des plages de cellules ayant une 
activite glucuronidase sont observes (Figure 2) : 

- des spots de cellules transformees bleus 
exprimant la glucuronidase (GUS +) 

- des larges secteurs ou des lignees cellulaires 
exprimant la glucuronidase (GUS +) 

- des meristemes secondaires a l'aisselle des 
feuilles entierement bleus exprimant la glucuronidase 
(GUS +) 

- de plus, dans le cas des transformations de 
demi-meristemes pr6cultives (1 a 12 jours) des 
bourgeons foliaires neoformes transformes GUS + 
apparaissent a la face superieure des feuilles (Figure 
2). Ces bourgeons foliaires neoformes sont issus de 
cellules transformees localisees sur les jeunes 
feuilles au moment du bombardement et de la coculture 
du demi-meristeme. Ces cellules se sont ensuite 
developpees en bourgeons foliaires neoformes. 
L'origine unicellulaire de ces bourgeons foliaires 
neoformes permet d'obtenir des bourgeons entierement 
transformes qui donneront des plantes entierement 
transformees . 
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Duree 
de 

preculture 


Pourcentage de demi-meristemes 
bombardes et cocultives 
presentant des : 


spots de 
cellules 
GUS+ 


larges 
secteurs 
GUS+ 


bourgeons 
axillaires . 
GUS+ 


1 jour 


38 


26 


0 


5 jours 


50 


40 


4 


8 jours 


67 


47 


0 


12 jours 


38 


38 


0 



Les frequences de transformation obtenues par 
bombardement de demi-meristemes sont elevees, 38 a 70 
% de demi-meristemes bombardes et cocultives 
present ent des spots GUS + et 26 a 47 t presentant des 
larges secteurs GUS + (Tableau 2). 

Les pourcentages de demi-meristemes bombardes et 
cocultives presentant de larges secteurs GUS + sont 
les plus Aleves lorsque les demi-meristemes sont 
prdcultives 5 jours (40 %) , et 8 jours (47 %) (Tableau 
2). 

Seuls les demi-meristemes precultiv6s 5 jours ont 
donne des pousses avec des bourgeons axillaires ou 
foliaires neoformes entierement bleus. 

Ces bourgeons axillaires ou foliaires neoformes 
entierement trans formes donneront des plantes 
entierement transformees dont la descendance sera au 
moins de 3/4 de plantes transformees et 1/4 de plantes 
non transformees* Une duree de 5 jours de preculture 
est done la duree optimale pour le protocole standard 
decrit dans cette invention. 
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Exemple 3 : Transformation de demi- meristemes ou de 
feuilles issues de demi-meristemes ( Figures 3 et 4). 

3.1 - Transformation de feuilles issues de demi- 
meristemes. 

La preparation et la preculture des demi- 
meristemes, le bombardement et la coculture des 
feuilles issues des demi-meristemes se font selon le 
protocole decrit dans l 1 exemple 1 (parties 1.1, 1.2 et 
1.3) 

3.2 - Transformation de demi-meristemes 

La preparation, la preculture, le bombardement et 
la coculture des demi-meristemes se font selon le 
protocole decrit dans I 1 exemple 2 (parties 2.1, 2.2, 
2.3). 

3.3 - Selection des pousses resistantes a la 
kanamycine 

3.3.1 - Premiere culture en selection en presence 
de kanamycine (Figure 3) 

Apres la coculture, les explants (demi-meristemes 
ou feuilles) sont places dans une boite de P6tri de 9 
cm de diametre contenant le milieu M2 additionne de 
400 mg/1 d 1 augment in et de 50, 100, 200 et 400 mg/1 de 
kanamycine. 

Les boites contenant les explants sont placees 
dans une chambre de culture (16 h de lumifere, 15 a 
Einstein / m2, 23 *C et 8 h d"obscurite, 21 «C) pendant 
15 jours de culture. Au cours de cette culture, les 
explants se developpent pour donner des . pousses 
possedant 1 a 5 feuilles et une tige courte (Figure 
3). 

Apres 15 jours de culture sur le milieu selectif 
contenant de la kanamycine, les pousses regenerees 
pr6sentent des aspects dif ferents selon la quantity de 
cellules transformees resistantes a la kanamycine qui 
les composent : 
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- des pousses portant des feuilles avec des 
secteurs blancs ou jaunes composees de cellules non 
transformees sensibles a la kanamycine et de secteurs 
verts composes de cellules transformees resistantes a 
la kanamycine. 

- des pousses portant des bourgeons axillaires 
verts a l'aisselle des feuilles en cours de 
developpement. Ces bourgeons axillaires verts sont 
transformes et se developpent en pousses axillaires en 
presence de kanamycine* 

- des pousses portant sur leurs feuilles des 
bourgeons foliaires neoformes jaunes ou blancs non 
transformes, sensibles a la kanamycine. 

- des pousses entierement blanches ou jaunes non 
transformees, sensibles a la kanamycine 

- des pousses portant sur les feuilles des 
bourgeons ou des meristemes foliaires neoformes verts 
en developpement, resistants a la kanamycine, 

3.3.2 - Deux i erne culture en selection en presence 
de kanamycine (Figure 3) 

Les pousses axillaires vertes, les bourgeons 
axillaires verts et les meristemes ou bourgeons 
foliaires neoformes verts sont repiques sur le milieu 
M2 contenant de l^ugmentin a 400 mg/1 et de la 
kanamycine (50-100-200 et 400 mg/1) et incubes dans 
les memes conditions de culture que precedemment 
(partis 3,3.1) pendant 15 jours. 

Apres cette periode de culture, les bourgeons 
axillaires et les bourgeons foliaires neoformds ont de 
nouveau developpe des pousses (Figure 3) 

certaines pousses non transformees sont 
entierement blanches indiquant une sensibilite a la 
kanamycine. 

- certaines pousses ont des feuilles portant des 
parties vertes composees de cellules transformees 
resistantes a la kanamycine et des parties blanches 
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composees de cellules non transformees sensibles a la 
kanamycine. 

La presence de pousses, non entierement 
transformees indique qu'a l 1 issue de la premiere 
culture tous les bourgeons axillaires et bourgeons 
foliaires neoformes verts n'^taient pas entierement 
trans formes et ont donne naissance a des pousses 
chimeriques composees d'un melange de cellules 
transformees et non transformees. 

certaines pousses chimeriques ont des 
meristemes secondaires ou bourgeons axillaires verts 
resistants a la kanamycine. 

- certaines pousses chimeriques possedent des 
feuilles avec les plages vertes et des plages blanches 
qui portent des bourgeons ou meristemes foliaires 
neoformes verts resistant a la kanamycine. 

- certaines pousses ont des feuilles vertes 
portant des bourgeons axillaires ou des meristemes 
secondaires verts. Ces pousses composees de cellules 
transformees sont resistantes a la kanamycine. 

Ces pousses entierement vertes provenant des 
bourgeons axillaires ou des bourgeons ou meristemes 
foliaires neoformes se developpent. Ces pousses sont 
composees d*un grand nombre de cellules transformees 
resistantes a la kanamycine. 

Dans les pousses obtenues a 1' issue de la seconde 
culture, un certain nombre de pousses entierement 
vertes sont observees alors qu 1 ^ l 1 issue de la 
premiere culture, aucune pousse entierement verte 
n'etait observee, ce qui indique que certains 
bourgeons axillaires ou foliaires neoformes cultives 
dans la deuxieme culture en presence de kanamycine 
etaient entierement transformees. 
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3.3.3 - Troisieme culture en selection en 
presence de kanamycine (Figure 4) 

Les pousses entierement vertes, les bourgeons 
axillaires verts, et les bourgeons ou meristemes 
foliaires neoformes verts sont separes et repiques 
dans le milieu M2 et cultives comme precedemment 
(partie 3.3.1) (Figures 3 et 4) . 

Apres 15 jours de culture des pousses se sont 
developpees a partir de ces explants. La plupart des 
pousses sont entierement vertes et se developpent 
rapidement sur le milieu M2 contenant de la 
kanamycine. Ces pousses sont entierement transformees. 
Un petit nombre de pousses presentent encore des 
plages vertes et des plages de cellules blanches. Ces 
pousses chimeriques sont £liminees (Figure 4). 

Seules les pousses vertes sont repiquees dans un 
systeme de culture SORBAROD. Le systeme de culture 
SORBAROD consiste en une mini-serre fermee et sterile 
contenant des cylindres de cellulose humidifies avec 
du milieu M3 (macro-elements, micro-elements, Fe-EDTA 
et vitamines du milieu MS) additionne de 10 g/1 de 
saccharose. La mini-serre est perforee de 3 orifices 
recouverts d'une membrane assurant les echanges gazeux 
et equilibrant 1> humidity relative interieure avec 
l f humidity relative exterieure. 

Les pousses vertes issues de la troisieme culture 
sont plantees dans des cylindres de cellulose et 
installees dans les mini-serres SORBAROD (Figure 4). 
Les mini-serres sont placees dans une chambre de 
culture (16 h lumiere 23*C f 15 /i Einstein / m2 f et 8 h 
d'obscurite, 21 # C). Apres 30 jours d« incubation, les 
plantes transformees s f enracinent et se developpent. 
Le milieu M3 est ensuite elimin6 par pipettage et les 
cylindres sont rinc^s 3 fois a l f eau distillee sterile 
puis les cylindres sont humectes avec du milieu M4 
(macro-elements, micro-elements, Fe-EDTA et vitamines 
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du milieu MS) depourvu de saccharose, Apres 10 jours 
de culture en chambre de culture, les plantes 
developpent de larges feuilles et atteignent une 
taille de 2 a 3 cm, Les mini-serres SORBAROD sont 
transferees en serre (temperature 26 *C - photoperiode 
16 h / 8 h) pendant 10 jours. Pendant cette periode, 
les plantes enracinees se developpent et s^cclimatent 
au conditions de serre, Ensuite, les cylindres portant 
les plantes de tournesol ayant developpe des racines 
et des feuilles sont placees dans des pots contenant 
de la tourbe arrosee avec une solution de type COIC et 
LESAINT (1971 - Hortic. Fr., 8 : 11). 

Les plantes non enracinees sont gref fees sur des 
tiges de porte-gref fes (tournesol non transforms stade 
4 a 6 feuilles apres la levee) . La base de la tige de 
la plante transformee est coupee en biseaux et placee 
dans une fente realisee sur la tige du porte-gref fe. 
Le greffon est fixe au porte-greffe par un lien de 
raffia et entoure d'un sac plastique. Apres la prise 
du greffon, les feuilles et la tige se developpent et 
le sac plastique est enleve. Les porte-gref fes et les 
gref fons sont ensuite conduits en serre avec un 
arrosage avec la solution nutritive de type COIC et 
LESAINT (1971 - Hortic, Pr. , 8 : 11) . 

Les plantes de tournesol croissent f fleurissent 
et sont autofecondees. Les graines de chaque plante 
transform6e sont recoltees pour analyse de la 
segregation du gene de resistance a la kanamycine et 
du gene GUS (voir, exemple 8). 

Exemple 4 ; Influence de la souche bacterienne et du 
plasmide binaire sur l'efficacite de transformation 
genetio ue des feuilles issues de demi-meristemes . 

Les feuilles issues de demi-meristemes sont 
bombardees et cocultivees avec diff6rentes souches : 

- LBA 4404 contenant le plasmide binaire PGA 
492-GI (decrit dans I 1 exemple 1, partie 1.3) 
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- GV 2260 contenant le plasmide binaire p35S GDS 
intron (VANCANNEYT et al, 1990 - Mol. Gen. Genet, 220 
: 245-250) 

- C58'3 (MULLINEAU et al, 1989 - Plant Sci, 63 : 
237-245) contenant le plasmide pGA 492-GI (Cf exemple 
1, partie 1.3) • 

Apres 6 semaines de culture des feuilles (selon 
le protocole decrit dans 1" exemple 3) sur milieu 
selectif contenant 100 mg/1 ou 200 mg/1 de kanamycine, 
les pousses vertes resistantes a la kanamycine sont 
soumises a un test d 1 expression de l 1 activite 
glucuronidase. Lorsque les cellules expriment 
1» activite glucuronidase, cette activite est notee 
activite GUS +• Le protocole pour tester !• activite 
glucuronidase est decrit dans 1« exemple 1, partie 1.5. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 3. 



Souches et 
plasmides 
binaires 


% d'explants presentant des : 


spots 
GUS+ 


larges 
secteurs 
GUS+ 


bourgeons 
axillaires 
GUS+ ou des 
pousses entie- 
rement GUS+ 


GV 2260 
(pGUS intron) 


21.5 


4.5 


0 


C58 f 3 

(pGA 492-GI) 


0 


0 


0 


LBA 4404 
(pGA 492-GI) 


38.5 


18.5 


1 



Seules les pousses regenerees provenant des 
cocultures avec GV 2260 (pGUS intron) et LBA 4404 (pGA 
492 GI) montrent une expression de la glucuronidase 
(activite GUS+) . Avec la souche C5B 9 3 aucune activity 
GUS + n'a ete detectee. Le pourcentage d^xplants 
bombardes et cocultives montrant au mo ins une pousse 
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avec de larges secteurs exprimant une activite GUS + 
est 4 fois plus eleve lorsque les explants sont 
cocultives avec la souche LBA 4404 (pGA 492-GI) que 
lorsqu'ils sont cocultives avec la souche GV 2260 
(pGUS-intron) . Seule la souche LBA 4404 permet 
d^btenir des pousses ou des meristemes secondaires 
presentant une activite GUS + dans toutes les 
cellules. 

Exemple 5 ; Influence de la souche bacterienne et du 
plasmide binaire sur l'efficacite de transformation 
crenetique de demi-meristemes. 

Les demi-meristemes sont bombardes et cocultives 
avec les souches LBA 4404 (pGA 492-GI) , C58 f 3 (pGA 
492-GI) et GV 2260 (p35S GUS Intron) decrites dans 
l 1 exemple 4. 

Apres 6 semaines de culture selon le protocole 
decrit dans 1» exemple 3, le nombre de demi-meristdmes 
capables de d6velopper des pousses en presence de 
kanamycine (100 mg/1) a ete comptabilise (Tableau 4). 

Les resultats sont les suivants : 

L^fficacit^ de transformation est definie comme 
etant le pourcentage de demi-meristemes bombardes et 
cocultives donnant au moins une pousse resistante a la 
kanamycine. 



Souches et 


Efficacite 


plasmides 


de 


binaires 


transformation 




(%) 


C58«3 (pGA 492-GI) 


0 


LBA 4404 (pGA 492-GI) 


4.5 


GV 2260 (p35S Gus intron) 


1 
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La coculture de demi-m6ristemes avec la souche 
LBA 4404 (pGA 492-GI) permet d'obtenir un pourcentage 
de 4,5 % de demi-meristemes qui initient des pousses 
transformees resistantes a la kanamycine apres 6 
semaines dans le milieu M2 contenant 100 mg/1 de 
kanamycine. Ce pourcentage est 4 fois superieur au 
pourcentage obtenu avec la souche GV 2260 (p35S Gus 
intron) . Avec la souche C58 f 3 aucune pousse resistante 
Si la kanamycine n'a etd obtenue* 

La souche LBA 4404 (pGA 492-GI) a ete choisie 
pour le protocole standard (decrit figure 3) car elle 
permet d'obtenir de maniere routiniere des pousses 
entierement transformees en nombre eleve. 
Exemple 6 : I nfluence de la concentration en 
kanamyci ne sur la transformation gen£tique de demi- 
meristemes. 

Les demi-meristemes bombardes et cocultives avec 
la souche LBA 4404 (pGA 492-GI) sont cultives pendant 
6 semaines en presence de differentes concentrations 
de kanamycine 50, 100, 200, 400 mg/1 dans le milieu M2 
(selon le protocole decrit dans l 1 exemple 3). Apres 6 
semaines de culture, les pousses vertes resistantes a 
la kanamycine sont soumises a un test de l 1 expression 
de la glucuronidase (protocole decrit dans 1* exemple 
1, partie 1.5) . 

Les resultats sont les suivants (Tableau 5) : 
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Concen- 
tration 
Kanamycine 


Pourcentage de demi-meristemes 
donnant des : 


pousses 
axillaires 

avec des 
spots GUS+ 


pousses 
norhant 

£s W A. UQli L> VIC 

larges sec- 
teurs GUS+ 


pousses 

QAXXlalX. CO 

entierement 
GUS+ 


50 mg/1 


30 


22.5 


3.3 


100 mg/1 


30.5 


18.5 


3.3 


200 mg/1 


29 


15.5 


0 


400 mg/1 


24 


12 


0.5 



Le tableau 5 montre les effets de la kanamycine 
sur le pourcentage de demi-meristemes montrant une 
expression de la glucuronidase. 25 a 30 % des demi- 
meristemes bombardes et cocultives donnent au moins 
une pousse qui exprime la glucuronidase sous forme de 
spots quelle que soit la concentration de kanamycine 
utilisee. Une selection sur une forte concentration de 
kanamycine (200 mg/1 ou 400 mg/1) diminue legerement 
le pourcentage de demi-meristemes donnant des pousses 
avec des spots GUS + mais reduit sensiblement le 
pourcentage de demi-meristemes donnant des pousses 
avec de larges secteurs GUS. Seules les concentrations 
de 50 mg/1 et 100 mg/1 permettent d^btenir apres 
selection 3 r 3 % de pousses entierement transformees. 
La concentration de 50 mg/1 de kanamycine a 6t6 
choisie pour le protocole standard (decrit figures 3 
et 4) ; a cette concentration des pousses resistantes 
et exprimant la glucuronidase peuvent etre obtenues de 
maniere routiniere et en nombre eleve. 
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Exemple 7 : Efficacite de transformation de differents 
genotypes de tournesol 

7.1 - Aptitude a la multiplication vegetative de 
demi-meristemes et a la neoformation de meristemes 
foliaires neo formes. 

Dans une experience preliminaire 50 lignees de 
tournesol ont ete select ionnees pour leur capacity a 
induire des pousses axillaires a partir de demi- 
meristemes et des meristemes foliaires neoformes stir 
les feuilles des pousses, Toutes les lignees testees 
regenerent" des pousses axillaires a partir de demi- 
meristemes avec des pourcentages variant de 20 a 90 %. 
Toutes les lignees testees donnent de 7 a 44 % de 
demi -meristemes formant des pousses axillaires qui 
portent des meristemes foliaires neoformes k la 
surface superieure des feuilles. Plus de 60 % des 
lignees testees donnent au moins 20 % de demi* 
meristemes regenerant des pousses axillaires avec des 
m6rist&mes foliaires neoformes sur les feuilles. 

7.2 - Aptitude a la transformation de demi- 
meristemes 

Parmi les 50 lignees, 10 presentant la plus forte 
aptitude a la multiplication vegetative de pousses et 
l 1 initiation de meristemes ont ete choisies pour 
evaluer !• efficacite de la transformation gendtique de 
demi-meristemes . 

Environ 200 demi-meristemes pour chacune des 16 
lignees ont ete bombardes et cocultiv£s avec la souche 
LBA 4404 (pGA 492 GI) , puis mis en culture sur le 
milieu M2 contenant 400 mg/1 d^ugmentin et 50 mg/1 de 
kanamycine pendant 6 ' semaines (selon le protocole 
decrit dans !• exemple 3). 

Apres 6 semaines de selection des pousses 
resistantes a la kanamycine (50 mg/1) , toutes les 
lignees testees donnent au moins un demi-merist&me 
formant des pousses axillaires resistantes a la 
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kanaroycine, ce qui montre que le precede decrit permet 
d 1 obtenir des plantes de tournesol entierement 
trans formees pour 100 % des lignees de tournesol 
testees (Tableau 6) . 

L'efficacite de transformation varie de 0,5 a 6 % 
selon les lignees. Les lignees donnant les plus fortes 
efficacites de transformation (LG15, LG60 et LG61) 
avaient aussi les plus fortes aptitudes a la 
multiplication vegetative h partir de demi-mer is t ernes 
ce qui suggere une correlation positive entre 
l 1 aptitude a la transformation par le proc6de decrit 
dans l 1 invention et l 1 aptitude a la regeneration a 
partir de demi-meristemes. 



Lignees 
de 

tournesol 


% de demi- 
meristemes 
donnant: des 

pousses 
axillaires 


% de demi- 
meristemes 
donnant des 
pousses avec 
des meristemes 
foliaires 
neoformes 


Efficacite 
de 

tranfor- 
mation 


HA 300 


78.5 


17.5 


2.5 


LG 1 


65 


42.5 


0.5 


LG 15 


85 


44,5 


3.4 


RHa 356 


71 


43.5 


2 


RHa 362 


46 


37.5 


0.5 


RHa 274 


70.5 


13.5 


2.6 


RHa 297 


66 


39.5 


1.4 


RHa 359 


66 


39.5 


2.3 


LG 60 


90 


ND 


3.6 


LG 61 


90 


ND 


6 
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Exemple 8 ; An alyse des plantes transformees 

reqener ees a partir de demi-meristemes et de leur 
descendance 

Les pousses resistantes a la kanamycine, 
transferees en systeme SORBAROD et acclimatees en 
serre (exemple 3) sont cultivees en serre. Sur ces 
plantes, plusieurs ramifications se developpent avec 
chacune nn capitule. 

Des analyses de I'activite glucuronidase ont 6t6 
faites sur chaque plante et chaque ramification. Pour 
chaque ramification, un test d'activite glucuronidase 
est realise sur une feuille, sur une fleur ligulee 
(fleur situee au pourtour du capitule poss6dant un 
pdtale) et sur un fleuron (fleur interne du capitule 
sans petal e) . Les analyses de I'activite GUS ont pour 
but de determiner le pourcentage de plantes 
entierement transformees qui donneront une descendance 
dont les genes inseres (gene NPT II et gene GUS) 
segregeront de fa?on Mendelienne. De telles plantes 
doivent etre composees de cellules transformees dans 
tous les tissus et les organes et notamment dans les 
organes floratix contenant les ovules et le pollen qui 
donneront apres fecondation l^mbryon 2ygotique 
contenu dans la graine. une plante est consid^ree 
comme etant entierement transf ormee si elle possede 
une activity GUS dans toutes ses ramifications et pour 
chacune des ramifications, dans les feuilles, les 
fleurons et les fleurs ligulees. 

Le tableau 7 montre que 92 % des plantes 
transformees cultivees en serre par la technique 
decrite dans cette invention sont entierement 
transformees : pour ces plantes toutes les 
ramifications possedent des feuilles, des fleurs 
ligulees, des fleurons exprimant une activity 
glucuronidase. 
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Plantes TO 
entierement 
GUS + 


Plantes TO 
feuilles GUS+ 
fleurs GUS- 


Plantes TO 
ramification 

GUS+ 
ramification 

GUS- 


92 % 


6.5 % 


1.5 % 



Par contre, 8 % des plantes transformers 
presentent des caracteristiques de plantes chimeriques 

- 1,5 % de plantes ont certaines ramifications 
dans les feuilles et les capitules montrent une 
activite GUS+ et d'autres ramifications dont les 
feuilles et les capitules ne montrent pas d 1 activite 
glucuronidase. 

Ces plantes chimeriques sont issues de pousses 
dont certains bourgeons axillaires etaient transformes 
et d § autres bourgeons axillaires n 1 etaient pas 
transformes • 

- 6,5 % de plantes ont des ramifications dont les 
feuilles presentent une activite glucuronidase et dont 
les fleurons ou les fleurs ligulees n'expriment pas la 
glucuronidase. 

Ces plantes chimeriques sont issues de pousses 
dont les bourgeons axillaires composes de cellules 
transformees au niveau de I'anneau meristematique 
v6getatif a l f origine des parties vdgetatives 
(feuilles, tiges et petioles) et de cellules non 
transformees au niveau de la partie medullaire du 
meristeme a l f origine des organes floraux et 
reproducteurs . 

Le pourcentage de plantes chimeriques obtenu est 
faible (8%). Dans la technique decrite dans la 
presente invention , les plantes ayant une fleur 
ligulee ou un fleuron n f exprimant pas d 1 activite 
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glucuronidase sont considerees comme chimeriques et 
sont eliminees. 

Les plantes entierement transformees sont 
autofecondees par plusieurs passages successifs pour 
etaler le pollen sur chaque capitule. Les graines sont 
ensuite recoltees un a deux mois apres la fecondation. 
Les graines sont traitees par 5 heures de trempage 
dans I'ethrel (solution a 0,1 % dans 1'eau), puis 
decortiquees et sterilisees (selon le protocole decrit 
dans l^xemple 1). Les graines steriles sont ensuite 
mises a genuer dans le milieu MO contenant 100 mg/1 de 
kanamycine dans les boites de culture Phytatray (SIGMA 
Ref P1552) . Apres 15 jours de germination, les 
plantules tre:asformees resistantes a la kanamycine 
sont vertes developpent des feuilles vertes. Les 
plantules non transformees sensibles a la kanamycine 
sont blanches et ne developpent ni racine, ni feuille 
verte. 

Un test d»activit6 glucuronidase est realise sur 
les feuilles vertes des plantules resistantes k la 
kanamycine. 

Le pourcentage de plantules resistantes a la 
kanamycine et le pourcentage de plantes exprimant le 
gene GUS sont determines (Tableau 8) . 
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Lignees 
Tl 


Nombre de 
graines 
semees 


% de graines 
resistantes 

a la 
kanamycine 


% de graines 
GUS+ 


80-2 


37 


78 


76 


84-1-2 


40 


72 


ND 


79-1 


51 


74 


20 


107-1 


8 


38 


38 


139-6 


14 


35 


35 


80-1 


34 


71 


71 


NT 


40 


0 


0 



Les segregations des genes GUS et NPT II dans les 
descendances des plantes entierement transformers 
suivent une segregation de type mend£lienne car f dans 
presque tous les cas, au mo ins 3/4 des plantes 
expriment le gene NPT II ou le gene GUS et 1/4 de 
plantes sont non transf ormees . Ces resultats 
confirment que les plantes produites sont bien 
entierement transf ormees et ne sont pas chimeriques. 

Des analyses moleculaires de ces plantes 
transgeniques ont ete effectuees pour identifier le 
nombre de loci d 1 insertions , le nombre de copies de 
TDNA et pour cartographier les bordures de 1' insert. 
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REVINDICATIONS 

1. Procede de production de plantes 
transgeniques, entierement transformees en generation 
T 0 , comprenant : 

a) une etape de transformation genetique d'un 
explant meristematique ; 

b) une etape de culture selective permettant le 
developpement specif ique, parmi toutes les ceilules 
transformees, de celles qui sont a l'origine des 
meristemes secondaires et/ou celles capables de donner 
lieu a des meristemes foliaires neoformes ; 

c) la regeneration, a partir du materiel 
cellulaire obtenu lors de 1' etape ii) , de plantes 
transgeniques. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que 1» etape de culture selective permet 
l'obtention de meristemes secondaires entierement 
transformes et eventuellement de meristemes foliaires 
neoformes, entierement transformes, et comprend : 

i) la mise en culture, sur milieu selectif, de 
1' explant meristematique ayant subi 1' etape de 
transformation ; 

ii) le prelevement des bourgeons axillaires 
transformes et eventuellement des bourgeons foliaires 
neoformes transformes, obtenus au cours de 1' etape 
i) ; 

iii) la mise en culture sur milieu selectif des 
bourgeons transformes obtenus selon ii) ; 

iv) repetition au moins une fois des etapes ii) 
et iii). 

3. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que, 
avant 1' etape de transformation, 1 'explant 
meristematigue est sounds a une etape de preculture 
d'une duree de 5 a 30 jours, de preference entre 5 et 
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8 jours, dans un milieu de culture contenant une 
cytokinine. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que l»explant meristematique consiste en un 
meristeme primaire ou un bourgeon foliaire neoforme ou 
encore une jeune feuille detachee regeneree a partir 
d f un meristeme primaire ou secondaire et contenant des 
cellules capables de donner lieu a des meristemes 
foliaires neoformes. 

5. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que l'etape de transformation comprend le 
bombardement d»au moins une partie de l'explant avec 
des microparticules, suivie par la mise en contact de 
l f explant bombarde avec Acrrobacterium contenant au 
moins une sequence d'acide nucl6ique destinee a etre 
introduite dans les cellules meristematiques . 

6. Procede selon la revendication 1 caracterise 
en ce que l'etape de transformation comprend le 
bombardement d'au moins une partie de l'explant avec 
des microparticules revetues d'ADN destine & etre 
introduit dans les cellules meristematiques. 

7. Procede selon la revendication 1 caracterise 
en ce que 1'etape de transformation comprend la mise 
en contact de l*explant avec une suspension 
d 1 Aqrobacterium . 

8. Procede selon l 9 une quelconque des 
revendications precedentes caracterise en ce que la 
sequence d'acide nucleique destinee a etre introduite 
dans les cellules vegetales comporte un gene de 
resistance aux insectes, aux herbicides, aux maladies 
fongiques, (par exemple Sclerotinia sclerotorium ou 
Botrvti s cinerea . un ou plusieurs genes de prot6ines 
de reserve de graines, ou amdliorant la quality des 
proteines de reserve, des sequences modifiant la 
maturation du fruit, des sequences conf6rant une 
resistance aux virus, un ou plusieurs genes impliques 
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dans le metabolisme des acides gras ou des acides 
amines ou un gene implique dans la sterilite male. 

9. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 5 a 8 caracterise en ce que la 
sequence d'acide nucleique destinee a €tre introduite 
dans les cellules vegetales comprend une sequence 
codant pour un agent permettant la selection des 
transfonnants, par exemple un agent conferant une 
resistance a un antibiotique tel que la kanamycine. 

10. Procede selon la revendication 3 caract6ris6 
en ce que l'Agrobacterium est Agrobacterium 
tumef aciens . par exemple la souche LBA 4404, contenant 
un vecteur binaire, par exemple pGA492-GI. 

11. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes caracterise en ce que le 
milieu de culture employe lors des 6tapes de 
pr6culture, de coculture et de selection est le milieu 
MS additionne de 0.05 a 2.0 mg/1 BAP environ, de 
preference 0,1 mg/1 BAP, et, lorsqu'il s'agit du 
milieu de selection, d'au moins un agent select if, par 
exemple la kanamycine, et eventuellement des agents 
bacter iost at iques . 

12. Procede selon la revendication 11, 
caracterise en ce que le milieu est egalement 
additionne, pendant les etapes de pr6culture et de 
coculture d'un compose phenolique, par exemple 
l^c^tosyringone, capable d'activer les genes vir 
d 1 Agrobacter ivun . 

13. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes caracterise en ce que 
l'explant meristematique provient du coton, d'une 
espece vegetale oleagineuse, par exemple le tournesol, 
(Heliant hus annuus ^ , une espece appartenant a la 
famille des legumineuses, par exemple le pois (Pisum 
sativum) , le haricot ( Phaseolus vulgaris ) , une espece 
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appartenant a la famille des Cucurbitacees , par 
exemple la courgette ( Cucurbita pepo ) . 

14. Procede de production de meristemes 
secondaires entierement transformes, ou de meristemes 
foliaires neoformes entierement transformes 
caracterise par : 

i) la mise en oeuvre d'une etape de 
transformation genetique d^xplants meristematiques ; 

ii) la mise en culture sur milieu selectif des 
explants ayant subi I'Stape de transformation ; 

iii) le prelevement des bourgeons axillaires 
transform^ et eventuellement des bourgeons foliaires 
neoformes transformes obtenus au cours de l'&tape 

ii) ; 

iv) la mise en culture, sur milieu selectif , des 
bourgeons transformes obtenus selon iii) ; 

v) la repetition, au moins une fois, des etapes 

iii) et iv)* 

15. Procede selon la revendication 13, 
caracterise en ce que les meristemes proviennent du 
tournesol • 

16. Mdristemes secondaires entiferement 
transformes et meristemes neoformes entierement 
transformes, susceptibles d'etre obtenus selon le 
procede de la revendication 14 ou 15. 
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